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略号・記号 
 
1) 試薬 
ACK   potassium carbonate-buffered ammonium chloride 
APS   ammonium persulfate 
Bis   N, N’-methylene-bisacrylamide 
CFSE   carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 
DAPI   4’,6-diamindino-2-phenylindole 
EDTA   ethylenediamine tetra acetic acid 
FBS   fetal bovine serum 
HEPES   N-(2-hydroxyethyl) piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid 
OCT   Optimal Cutting Temperture 
PBS   phosphate-buffered saline 
PVDF   polyvinylidene difluoride 
RPMI   Roswell Park Memorial Institute 
SDS   sodium dodecyl sulfate 
TBS   Tris-buffered saline 
TEMED   N, N, N’, N’-tetramethylethylenediamine 
Tris   tris(hydroxymethyl)aminoethane 
 
2) その他 
ATCC   American Type Culture Collection 
cDNA   complementary DNA 
CTL   Cytotoxic T lymphocyte 
CXCL   CXC chemokine ligand 
CXCR   CXC chemokine receptor 
DNA   deoxylibonucleic acid 
E T   effector target (ratio) 
Fut   Fucosyltransferase 
FX   GDP-4-keto-6-deoxymannose-3,5-epimerase-4-reductase 
GDP   Guanosine diphosphate 
GlcNAc   N-acetyl-D-glucosamine 
GMDS   GDP-mannnose-4,6-dehydratase 
HE   hematoxylin-eosin 
IFN   Interferon 
Ig   Imunoglobuline 
IL   Interleukin 
i.p.   intraperitoneal 
LacNAc   N-acetyllactosamine 
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mRNA   messenger RNA 
NK   natural killer 
㎱   not significant 
PCR   polymerase chain reaction 
PD-1   programmed cell death 1 
PD-L1   programmed cell death-ligand 1 
RNA   ribonucleic acid 
RT-PCR   reverse transcription PCR 
s.c.   subcutaneous 
S.D.   standard deviation 
PAGE   polyacrylamide gel electrophoresis 
sLeX   sialyl Lewis X 
TNF   tumor necrosis factor 
TRAIL   TNF-related apoptosis inducing ligand 
WT   wild type 
 
一般的な試薬は適宜分子式を用いて示した。 
核酸塩基には一文字表記による略号を用いた。  
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序論 
 
 日本における大腸がんによる死亡数は 2016 年で約 5 万人に上り、部位別
のがん死亡数において胃がんを抜いて第 2位となっている。近年、診療及び
施術ツールの発展や腹腔鏡下手術の普及によって、外科療法によって大腸が
んを含む様々な消化管がんを低侵襲的に切除できるようになった。しかし、
びまん浸潤型の大腸がんなど、外科的な切除が難しいケースもある。また、
大腸がんは高率で肝臓や肺へと転移し、これが患者にとっての大きなリスク
因子となっている(Fig. 0-A)(1)。抗がん剤や放射線は、外科手術で取り除く
ことが困難ながんや転移がんに対しても効果を発揮でき、併用することで治
療効果の向上が期待できる。しかし全てのケースに有効というわけではなく、
重篤な副作用がもたらされるリスクもある。副作用を抑えつつ効率的に治療
成果を上げるため、様々な薬剤の送達法や薬効・副作用のコントロールにつ
いて研究が進んできているものの、化学療法による副作用は患者にとっての
大きな重荷となっている。こうした問題を解消し得る治療法として近年注目されているのががん免疫療
法である。元来ヒトの体内では日々がん細胞が発生しているが、免疫機能によってこれを排除することで健康が
維持されている。がん免疫療法はこのような患者本人の生体防御機構を利用する治療法で、免疫細胞を活
性化させたり腫瘍に対して特異的に反応する抗体や免疫細胞を用いるなどして腫瘍を抑制・排除する。
免疫細胞の性質を利用することでがん特異的に、かつ転移がんをも攻撃出来る。また、患者本人に元々
備わっている免疫機構を利用するため、副作用のリスクが小さいことも特長である。本研究では、がん
免疫を賦活化させる基礎研究として、大腸がんの腫瘍形成と肝転移に及ぼすケモカインの影響について
検討を行った。 
ケモカインは対応する G タンパク質共役型受容体に結合する低分子可溶性タンパク質で、免疫細胞の
動員やリンパ組織の形成などに重要な役割を担っている(2, 3)。様々なケモカインの中でも CXC 
chemokine ligand (CXCL) 9, CXCL10, CXCL11 は、細胞傷害性 T細胞や natural killer (NK)細胞上に発現す
る CXC chemokine receptor (CXCR) 3に結合する(Fig. 0-B)(4)。これらの細胞は腫瘍に対して細胞傷害能を
有することが知られている。NK細胞は腫瘍に対する初期の防御に特に重要なエフェクター細胞で、細胞
傷害性 T 細胞に認識されない休眠状態の腫瘍細胞をも攻撃することが報告されている(5)。CXCL10 は
IFN-誘導性ケモカインとして知られ、IFN-や
IL-12 などと協同して NK 細胞等を介した抗腫
瘍免疫に寄与することが示唆されており、がん
免疫療法に利用できると考えられている(6, 7)。
また、CXCL9やCXCL10は内皮細胞上のCXCR3
に作用することで血管新生を抑制し、この作用
によっても腫瘍の増殖が抑制される (8, 9)。
CXCL10 を腫瘍細胞株に過剰発現させ、これを
マウスの皮下に投与すると、あるリンパ腫細胞
株ではネクローシスが誘導され、またメラノー
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マ細胞株でも増殖が抑制されたという研究結果が報告されている(10, 11)。 
このようにがん治療につながる効果が示されている一方で注意すべきなのが、一部のがん種の組織特
異的な転移にもケモカインが関与しているということである。例えばケモカイン CXCL12 とその受容体
CXCR4との相互作用は、乳がん(12)や大腸がん(13)、骨肉腫(14)の転移や増悪に関与する。ケモカイン受
容体 CCR7 も胃がん(15)や食道扁平上皮癌(16)のリンパ節転移に関与するという報告がある。ケモカイン
やその受容体には恒常的に発現しているものもあり、様々な生理機能に影響を及ぼすことも考慮すると、
実際の治療への応用を見据える上では、がん種特異的、また組織特異的なケモカインの作用について明
らかにすることが重要である。 
CXCL10の受容体であるCXCR3についても一部の大腸がん細胞に発現していることが臨床研究によっ
て知られており(17)、CXCL10 がこのような大腸がんに対して実際にどのような作用を及ぼすのかは不明
であった。以上のような背景から本研究では、マウス大腸がん由来細胞株に CXCL10 を過剰発現させ、
その腫瘍形成と肝転移への影響を解析した。 
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本論 
 
ケモカイン CXCL10過剰発現による大腸がん細胞の腫瘍形成への影響 
今回我々は、N-ニトロソ化合物の投与により人為的に発生させた大腸がんから樹立された、マウス大腸がん由
来細胞株CT26(18, 19)を用いて実験を行った。CT26はBALB/cマウスへの皮下投与によって皮下腫瘍を形成し、
様々な研究で用いられている。また、この細胞を同系マウスの脾内へ投与すると、大腸がんの肝転移と同様に門
脈を介して血行性に肝臓へと移行し、肝転移を形成する(20, 21)。また、同所性移植モデルとしてこの細胞を大腸
に移植しても、肝臓への自然転移を起こす。本研究ではこのCT26を用い、皮下投与モデルによって in vivoでの
増殖性を、脾内投与による肝転移モデルによって肝転移形成を解析した。 
C57BL/6マウス脾臓由来の cDNAからCXCL10遺伝子を増幅し、TAクローニングによって哺乳細胞発現ベク
ターpcDNA3.1に組み込んだ。この CXCL10 発現ベクターを CT26にエレクトロポレーションで導入し、選択薬剤
G418を添加して培養することで CXCL10安定発現細胞を得た。培養細胞から RNAを抽出し、RT-PCRによって
ベクター上のプロモーター下での CXCL10 の発現を mRNA レベルで確認した (Fig. 1A)。この細胞を
CT26/CXCL10 と名付け、以降の実験で使用した。CT26親株及び CT26/CXCL10 を培養ディッシュに seed し、3
日間培養した後に培養上清を回収してウエスタンブロッティングを行った。その結果、培養上清の CXCL10 量は
CT26/CXCL10で親株の約 3倍となっていた(Fig. 1B)。 
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本研究では CXCL10 が免疫反応等、生体内での現象に及ぼす影響について注目していたため、マウスへの
投与に先立ち、in vitroでの増殖性に CT26/CXCL10 と親株で差が生じていないか確認した。同数の細胞を培養
プレートに播種して 24時間培養し、Cell Counting Kit-8(同仁化学研究所)を添加してさらに 2時間培養した。マイ
クロプレートリーダーで 450 nmの吸光度を測定した結果、親株との間に有意差は無く、CT26/CXCL10が in vitro
において親株と同等の増殖性を示すことが明らかとなった(Fig. 1C)。この細胞を用いて以降の実験を行った。 
 
第 1節 CXCL10過剰発現による皮下腫瘍の抑制 
 まずこれらの細胞株をマウスの皮下に投与し、in vivoにおける増殖性への影響を検討した。3×10⁵個の培養細
胞を各マウスの右脇腹に皮下投与し、21日かけて皮下腫瘍を形成させた。21日後、親株投与群ではいずれの個
体でも皮下腫瘍が大きく成長したのに対し、CT26/CXCL10 投与群では 5 匹中 3 匹では皮下腫瘍が殆ど視認出
来ず、残りの 2匹についても小さな腫瘍が形成されるのみに留まった(Fig. 2A)。解剖当日までの経時的な腫瘍体
積の推移を調べるため、皮下腫瘍の直交する二つの径をノギスを用いて測定し、0.5×(長径)×(短径)2 という近
似式によって凡その腫瘍体積を算出した。その結果、CT26/CXCL10 投与群において、皮下腫瘍の成長が親株
投与群に比べ著しく抑制された(Fig. 2B)。細胞投与から 21日後にマウスを解剖し、皮下腫瘍を摘出した。摘出し
た皮下腫瘍の直交する 3方向の径を測定し、(長径)×(短径)×(高さ)×/6という近似式を用いてより正確な体積
を算出した(Fig. 2C)。このデータでも 2群間に有意差が認められた。皮下腫瘍の重量もCT26/CXCL10投与群で
は親株投与群に比べて有意に小さかった(Fig. 2D)。以上より、CXCL10過剰発現によって、CT26の皮下での腫
瘍形成を抑制する効果を認めた。 
序論で述べたように、CXCL10 を介した腫瘍抑制機構の一つとして、NK 細胞が関与する機構が知られている。
そこで、この実験における皮下腫瘍形成の抑制に NK 細胞が関与するか調べるため、抗アシアロ GM1 抗体(22)
投与によって NK 細胞を除去した上で同様の実験を行った。CT26 細胞は前述の実験と同様に皮下投与し、21
日かけて皮下腫瘍を形成させた。抗アシアロ GM1抗体は細胞投与の前日に 100 gを腹腔内投与し、以降 5日
毎に同量を投与することでその効果を維持した。その結果、親株投与群とCT26/CXCL10投与群のいずれでも皮
下に非常に大きな腫瘍が形成された(Fig. 3D)。腫瘍体積の推移を比較した結果、CT26/CXCL10 投与群でも親
株投与群と同時期に腫瘍が確認されはじめ、その後いずれの群でも著しく増殖した(Fig. 3A)。21 日後に皮下腫
瘍を摘出して行った比較においても、腫瘍の体積と重量に 2 群間での有意差は認められなかった(Fig. 3B, C)。
以上の結果より、CXCL10過剰発現による皮下腫瘍抑制が NK細胞に依存する機構で起きたことが示唆された。
抗アシアロ GM1 抗体は NK 細胞の他に好塩基球を除去する作用を持つことも示唆されている(23)が、T 細胞等
には影響を及ぼさない。したがって、今回の実験モデルにおける、CXCL10 過剰発現による腫瘍抑制には細胞
傷害性 T細胞よりも NK細胞が重要な役割を担うと考えられる。 
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第 2節 CXCL10過剰発現による肝転移の抑制 
続いてこの細胞株を用いて、CXCL10発現が大腸がん細胞の肝転移にどう影響するか調べた。In vitroで培養
したCT26細胞を麻酔下で脾臓内に注射することで、門脈を介して血行性に肝転移させた(Fig. 4A)。21日後にマ
ウスを解剖して肝臓を摘出して解析した。その結果、親株投与群では肝臓表面に多くの腫瘍結節が観察され、一
方、CT26/CXCL10投与群では腫瘍結節がほとんど認められなかった(Fig. 4B, C)。同週齢のBALB/cマウスの肝
重量が通常約 1.0 gであるのに対し、親株投与群では肝重量の平均値が 1.4 gを超えており、肝転移の増殖が示
唆された。これに対し、CT26/CXCL10投与群では肝重量の増加が抑制される傾向(p = 0.059)が認められた(Fig. 
4D)。 
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さらに詳細に比較するため、肝臓の内部の腫瘍を観察した。肝臓表面の腫瘍結節数を調べた際、外側左葉
(left lateral lobe)に多くの腫瘍結節が認められたことから、全ての個体についてこの葉の内部を観察した。外側左
葉を 4つに分割し、断面を下に向けて OCT compoundで包埋し、凍結ブロックを作製した。このブロックから 200 
m間隔で 3枚ずつ切片を作製し、葉全体を万遍なく、12箇所の断面を観察した(Fig. 5A)。作製した切片を HE
染色し、顕微鏡を用いて撮影した(Fig. 5B)。腫瘍部は核が不規則に密集しており、秩序だった特徴的な形態を
示す正常肝組織と識別できる。ImageJ (24)を用いて組織断面全体と腫瘍部のそれぞれの面積を求めた。一つの
断面中で面積に腫瘍が占める割合を求め、Fig. 5C中にプロットした。また、マウス 1匹から得られた 12個の断面
の総面積中に腫瘍が占める割合を算出し、Fig. 5C中にバーで示した。その結果、肝臓内部における腫瘍の割合
は CT26/CXCL10投与群で大きく減少しており、各個体の総面積中に腫瘍が占める割合について 2群間で検定
を行った結果、有意差(p = 0.022)が認められた(Fig. 5C)。以上より、CXCL10過剰発現により、CT26の肝転移を
抑制する効果が認められた。 
 ここで見られたCXCL10による肝転移抑制に、NK細胞が関与するか調べるため、抗アシアロGM1抗体の投与
によって NK細胞を除去した上で、同様の実験を行った。本実験では NK細胞除去の影響により腫瘍が著しく増
殖した結果、一部個体が早期に斃死したため、解剖を細胞投与から 18日後に行った。肝臓を摘出したところ、い
ずれの群でも肝組織中で腫瘍が著しく増殖していた(Fig. 6A)。正確な結節数のカウントが困難であったため、肝
重量を調べたところ、通常の約 2.5-3.5倍となっており、2群間に有意差は認められなかった(Fig. 6B)。また、先述
の実験と同様に、各個体について肝臓外側左葉の凍結切片を作製し、HE染色を行った結果、肝組織切片中で
腫瘍が面積に占める割合も、両群で同等であった(Fig. 6C)。以上より、CXCL10過剰発現による肝転移抑制も、
NK細胞に強く依存した機構で起きることが示唆された。 
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第 3節 CXCL10過剰発現による NK細胞の浸潤 
 これまでの結果を踏まえ、次に NK細胞が肝腫瘍中あるいはその周辺に集積しているかについて検討を行った。
この実験では、CXCL10 過剰発現による肝転移抑制効果が認められた、Fig. 4 の実験で得られた肝組織サンプ
ルを用いて免疫組織染色を行った。NK細胞マーカーである NKp46 を認識する抗体を用いて(25, 26)肝組織切
片を染色した結果、親株投与群では腫瘍内部と周囲の正常組織の両方に NK 細胞が見られ、腫瘍中やその辺
縁に特異的な集積は認められなかった(Fig. 7)。また、通常の肝組織と比較して顕著な NK 細胞の増加は認めら
れなかった。これに対し、CT26/CXCL10投与群では腫瘍内部に多くの NK細胞が集積していた(Fig. 7)。この結
果から、CT26/CXCL10 投与マウスで肝転移が抑制されたのは、NK 細胞の腫瘍内浸潤が亢進したためであるこ
とが示唆された。 
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 免疫組織染色で観察されたNK細胞のリクルートが、CXCL10過剰発現に起因することを確認するため、NK細
胞株 NK-92 を用いてケモタキシスアッセイを行った。CXCL10 標品をウェルに添加すると、CXCL10 濃度依存的
に遊走する細胞が増加した(Fig. 8)。CT26 細胞または CT26/CXCL10 細胞の培養上清をウェルに分注して同条
件で実験を行った結果、CT26/CXCL10の培養上清に対して CT26の培養上清に対するよりも多くの細胞が遊走
した。また、抗 CXCR3 抗体を添加してインキュベートすることで、NK-92 上の CXCR3 をブロックして同様の実験
を行った。その結果、いずれの条件でも遊走する細胞は殆ど認められなくなった(Fig. 8)。以上の結果から、
CT26/CXCL10から分泌されたリガンドが、NK細胞上の CXCR3 と相互作用することで、ケモタキシスが惹起され
たことが示唆された。 
 
 
 
CXCL10過剰発現による肝転移抑制が、NK細胞の集積と細胞傷害によるものか、さらに検討した。エフェクタ
ー細胞として NK-92を、ターゲット細胞として CT26または CT26/CXCL10を用い、細胞傷害性試験を行った。そ
の結果、CT26/CXCL10では親株に比べ多くの細胞が傷害された(Data not shown)。この結果から CXCL10過剰
発現によって NK細胞からより強い細胞傷害を受けるようになることが示唆された。NK細胞を除去して行った腫
瘍形成実験や本節での結果から、皮下及び肝転移中における、CXCL10過剰発現による腫瘍抑制は、多くの
NK細胞が腫瘍内に浸潤し、腫瘍細胞を強く傷害したために起きたと考えられる。 
 
 
本論 ケモカイン CXCL10過剰発現による大腸がん細胞の腫瘍形成への影響  
16 
 
第 4節 考察 
これまでにも、様々な研究報告で CXCL10が腫瘍抑制において担う役割について検討されている。例えば、
IL-17や IL-10、IL-12といったインターロイキンを腫瘍中で高発現させることで腫瘍が抑制されることが報告されて
いるが(6, 27-29)、この腫瘍抑制機構にも CXCL10及び他の CXCR3 リガンドと CXCR3 との相互作用が関与する
ことが示唆されている。CXCL10には抗血管新生作用と、免疫細胞をリクルート、及び活性化する機能があり、腫
瘍微小環境において CXCL10はいくつかの異なる機構によって腫瘍を抑制することが示唆されている。腫瘍形
成実験でも一部の腫瘍細胞株において CXCL10を過剰発現させると、皮下での増殖が抑制されたという結果が
報告されている(10, 11)。 
一部のメラノーマなど、腫瘍細胞によっては CXCL10を高発現している例がある。CXCR3発現を亢進させた
NK細胞を投与することで、CXCL10発現メラノーマ細胞に対して著しい治療効果を発揮したことが報告されてい
る(30)。CXCR3欠損マウス由来のNK細胞はB16-F10メラノーマへの集積が野生型のNK細胞よりも少なく(31)、
NK細胞を介した腫瘍抑制に CXCR3 と CXCL10の相互作用が大きく寄与することが示唆されている。大腸がん
細胞にCXCL10を過剰発現させた今回の研究でも、NK細胞の腫瘍微小環境への集積が、腫瘍の抑制に強く寄
与することが示唆された。 
今回の肝転移実験では、腫瘍細胞の直接の投与部位である脾臓の内部で腫瘍が著しく増殖し、CT26投与群
と CT26/CXCL10投与群との間で脾臓重量に有意差が認められなかった(Data not shown)。脾臓にはマウスにお
いても多くの NK細胞が存在している(32)にも関わらず、通常約 0.1 gである脾臓重量が、CT26 または CT26/ 
CXCL10を投与されたマウスでは 1-2 gにまで増加した。この結果に関して、肝臓には tumor necrosis factor 
-related apoptosis inducing ligand (TRAIL)を高発現している肝臓 NK細胞が常在しており、肝腫瘍の抑制にはこ
の肝臓NK細胞が強く関与するという研究報告がある(33, 34)。こうした知見から、Fig. 4, 5で認められた肝転移の
抑制にも、脾臓や循環血中の NK細胞と異なる特徴を有する、肝臓 NK細胞が寄与した可能性が考えられる。 
腫瘍微小環境には通常の組織と比較して、特殊な血管新生の亢進や免疫細胞の浸潤など様々な特徴が見ら
れ(35)、近年、これらを標的とした治療法が研究されている。高い特異性をもって抗原に集積する抗体による治療
法も注目されており、抗体自体による腫瘍抑制効果のほかに遺伝子送達システム等としても利用が検討されてい
る。当研究室でも以前に、糖鎖転移酵素ノックアウトマウスを用いることで、腫瘍の転移に重要な sialyl Lewis Xを
認識する抗糖鎖抗体を樹立することに成功している(36)。このような抗体と組み合わせることで、CXCL10遺伝子
をより効率的に腫瘍集積部位へと送達出来れば、より効果的な治療が可能になる。また、近年注目されている、
PD-1や PD-L1(37, 38)等を標的とした免疫チェックポイント療法等、多様なアプローチと組み合わせることも容易
であると考えられ、このような治療法を組み合わせることで、転移がんを含む様々ながんを効率的に治療できるよ
うになると期待される。 
 
 
第 2章 
第 2章の内容は全文が未発表データであり、今後学術ジャーナルに投稿する可能性が高いため、これを除
く内容でインターネットに公表する。なお、最終頁の目録に記載した、学位申請に係る投稿論文の内容は全
て第 1章及び総括に収録した。 
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総括 
 
 本研究ではケモカインによるがん免疫賦活化の基礎研究として、大腸がん由来細胞株 CT26 に CXCL10 を過
剰発現させてその影響を解析した。本研究によって得られた結果を以下に要約する。 
 
1. CXCL10過剰発現は、CT26の in vivoでの増殖に影響を及ぼさない一方、皮下での増殖を著しく抑制した。 
2. CXCL10過剰発現は、脾内投与モデルにおける肝転移を著しく抑制した。 
3. CXCL10過剰発現による、皮下腫瘍形成及び肝転移形成の抑制機構には NK細胞が強く関与することが示
唆された。 
4. CXCL10 過剰発現によってより多くの NK 細胞が腫瘍部にリクルートされ、強い細胞傷害を起こすことが示唆
された。 
 
以上より、大腸がんにケモカインCXCL10を過剰発現させることで、NK細胞の腫瘍部への集積を亢進させ、肝転
移を含む腫瘍形成を抑制出来ることが明らかとなった。今後、肝臓 NK細胞による関与の解明や、CXCL10 遺伝
子送達システムと組み合わせた治療法の開発が進めば、実際の治療にも応用できると考えられる。 
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実験の部 
 
材料の項 
1) 培養細胞及び培地 
CT26.WT細胞は ATCC より購入した。培養には RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)に 10% (v/v) FBS と 10 mmol/L 
HEPES、100 units/mL penicillin、100 g/mL streptomycinを添加した培地を用いた。本研究で作製した
CT26/CXCL10 も同様の方法で培養した。 
NK-92細胞は ATCC より購入した。培養には上記の培地に non-essential amino acids、100 mol/L 2-mercapto 
ethanol、 及び 10 ng/mL human IL-2を添加した培地を用いた。 
 
2) プラスミド DNA 
 マウス脾臓由来の cDNAからCXCL10遺伝子を特異的に増幅するプライマーを用いて得たCXCL10遺伝子を、
TAクローニングにより哺乳細胞発現ベクターpcDNA3.1に組み込み、CXCL10発現ベクターpcDNA3.1-CXCL10
として使用した。 
 
3) 実験動物 
 BALB/cマウス(♀、7-8週齢、日本チャールスリバー)を用いて in vivoでの実験を行った。手術はソムノペンチル
(共立製薬)の腹腔内投与による麻酔下で行い、解剖時には頸椎脱臼により安楽死させた。動物実験は全て千葉
大学動物実験委員会の承認の下で実施した。 
 
4） 抗体 
In vivoでの実験において抗アシアロGM1抗体(和光純薬工業)をNK細胞の除去に用いた。免疫組織染色の一
次抗体として抗NKp46抗体(R&D Systems)及びDAPI(Roche Applied Science)を、2次抗体としてAlexa Fluor 594
標識抗ヤギイムノグロブリンG抗体(Thermo Fisher scientific)を使用した。ケモタキシスアッセイにおいてNK細胞
株上のCXCR3をブロッキングするために抗CXCR3抗体(BioLegend)を使用した。 
 
5) オリゴ DNA 
マウス CXCL10の cDNAの増幅にはプライマーとして、forward,  5′-CAT CAG CAC CAT GAA CCC AAG 
T-3′ 及び reverse,  5′-CGT GGC TTC ACT CCA GTT AAG G-3′を用いた。また、発現ベクターに由来する
CXCL10発現の確認には、プライマーとして、forward, T7 promoter (5′-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3′)及
び reverse primerに上記の CXCL10 cDNA増幅時にも用いたものを使用した。 
 
6） アガロースゲル及びアクリルアミドゲル電気泳動 
アガロースはニッポンジーンより購入した。アクリルアミド、Bis、過硫酸アンモニウム、SDS、TEMEDは和光純
薬株式会社より購入した。 
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方法の項 
1) 細胞の培養 
接着細胞である CT26細胞株及び HCT116については、サブコンフルエントになった時点で培地を除去し、
0.05％ Trypsin / 1mM EDTA in PBSを 37℃で反応させた。等量の FBS添加培地を加えて反応を止め、500×g
で遠心分離して上清を除き、PBSで洗浄した。10％コンフルエントとなるよう細胞を新たなディッシュに播種し、2-3
日おきに継代して維持した。 
 浮遊細胞であるNK-92細胞については、サブコンフルエントになった時点で新たなディッシュにおよそ 10%コン
フルエントとなるよう細胞を播種し、およそ 3日おきに継代して維持した。 
 培地は材料の項 1)に示すものを用い、実験には原則として継代数が 20以下の細胞を使用した。 
 
2) CT26/CXCL10の作製 
サブコンフルエントの CT26を回収し、Neon transfection system (Thermo Fisher scientific)を用いて pcDNA3.1 
-CXCL10を導入した。エレクトロポレーションは 10 Lのチップで行い、1反応につき細胞 4×10⁵ cells、DNA 2 
gを使用し、1130 V、30 ms、2 Nの条件でパルスをかけた。反応後すぐに薬剤非添加培地で満たした培養プレ
ートに細胞を播種し、37℃で培養した。24時間後から通常の培地に交換し、選択薬剤 G418 (1000 g/mL、ナカ
ライテスク)を添加して培養することで、CXCL10安定発現細胞 CT26/CXCL10を得た。親株である CT26.WTに
ついても同条件で培養し、全て死滅することを事前に確認した。 
 
3) RT-PCR 
 各細胞の培養上清から TRIzol (Thermo Fisher scientific)を用い、添付文書に従って RNA を抽出した。逆転写
反応は PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser (タカラバイオ)を用い、添付文書に従って行った。得られた
cDNAに EX Taq HS (タカラバイオ)及び添付バッファー、dNTP、プライマーを加え、TaKaRa PCR thermal cycler 
Dice Gradient (タカラバイオ)を用いて PCRを行った。 
 
4) DNA の電気泳動 
DNAの電気泳動は酵素反応後のサンプルに Stop dye solution を 1/5容量加えて行った。0.8～1.0%のアガロ
ースゲルを用い、TAE buffer中でMupid-2plus（コスモバイオ）により 100 Vの定電圧で電気泳動を行った。泳動
後ゲルは 1 g/mL ethidium bromide溶液中で 15分間染色し、水洗した後、トランスイルミネーターPrintgraph 2M 
gel-imaging system (アトー)によりDNAバンドを観察した。DNAフラグメントのサイズは bp DNA ladder (タカラ
バイオ)をサイズマーカーとして使用し、算出した。 
 
TAE buffer 
40 mM Tris-acetate (pH 8.0) 1 mM EDTA 
 
5) ウエスタンブロッティング 
CT26細胞または CT26/CXCL10細胞を同数播種し、3日間培養後、培養上清を回収した。15％ SDS-PAGE
により展開し(39)、TRANS-BLOT CELL (Bio-Rad)を用いて PVDF メンブレン(Hybond-P、GE Healthcare)に転写
した。メンブレンは 5％スキムミルク添加 TBST中に 4℃で一晩置いてブロッキングした。続いて、ビオチン化抗
CXCL10抗体(1 g/mL、ウサギ抗体、catalogue number 500-P129BT、Peprotech)を室温で 1時間反応させた。さ
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らに horseradish peroxidase-streptavdin (1：2000、BioLegend)を室温で一時間反応させた。このメンブレンに ECL 
Advance (GE Healthcare)を反応させ、ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare)を用いて検出した。 
 
Separating gel (15%)    Stacking gel 
15%  30％アクリルアミド溶液*   4.5％  30%アクリルアミド溶液* 
0.375 M Tris-HCl (pH 8.8)    0.125 M Tris-HCl (pH 8.8) 
0.1％  SDS     0.1％  SDS 
0.1％  APS     0.06%  APS 
0.1%  TEMED     0.2%  TEMED 
 
*30%アクリルアミド溶液 
30％  アクリルアミド 
1.2％  Bis 
 
Running buffer (SDS-PAGE) 
Tris  0.02 M 
Glycine 0.192 M 
SDS  0.1%  pH 8.3 
 
TBST (TBS with 0.05％ Tween 20) 
Tris-HCl 50 mM 
NaCl  150 mM  pH 7.5  
Tween 20 0.05％ 
 
6) in vitro増殖性試験 
CT26または CT26/CXCL10を 96ウェルマイクロプレートに 5000 cells/wellずつ播種して培地中で 37℃にて培
養した。24時間後に Cell counting Kit-8 (同仁化学研究所)を添加し、37℃でさらに 2時間培養した。Microplate 
reader Model 680 (Bio-Rad)を用いて 450 nmの吸光度を測定することで細胞数を比較した。 
 
7) 腫瘍形成実験に用いる細胞懸濁液の調製 
CT26または CT26/CXCL10細胞は培養ディッシュを PBSで洗浄した後、Trypsin/EDTA を加え 37℃、2分間
反応させた後、等量のFBS含有培地を加えてピペッティングして回収した。500×gで遠心分離して上清を除いた
後に PBSで洗浄し、トリパンブルーと血球計算盤を用いてセルカウントして希釈濃度を決定した。PBSで適切な
濃度に希釈し、氷上で保存した上で速やかに投与した。 
 
8) CT26細胞の皮下投与実験 
3×10⁵ cells の CT26または CT26/CXCL10を 0.1 mLの滅菌 PBSに懸濁し、ソムノペンチル麻酔下で、マウ
スの右わき腹に 29Gシリンジで皮下投与した。1-2日おきに皮下腫瘍の直交する二方向の径をノギスを用いて測
定し、0.5×(長径)×(短径)2の近似式によって凡その腫瘍体積を求めた。21日後にソムノペンチル麻酔下でマウ
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スを頸椎脱臼した後に解剖した。皮下腫瘍を摘出して直交する 3方向の径と重量を測定した。体積を(長径)×
(短径)×(高さ)×/6の近似式によって算出した。 
 
9) CT26細胞の肝転移実験 
ソムノペンチル麻酔下でマウスの左腹部を小さく切開し、リングピンセットを用いて脾臓を把持した。1×10⁵ 
cellsの CT26 または CT26/CXCL10を 0.05 mLの滅菌 PBSに懸濁して調製した細胞懸濁液を、29Gシリンジを
用いて脾臓内に投与した。脾臓を腹腔内に収め、切開部を外科用ホチキスにて縫合した。21日後にマウスを解
剖し、肝臓を摘出して表面の腫瘍結節をカウントし、重量を測定した。その後、肝臓の外側左葉について4分割し、
断面を下にして OCT compound (サクラファインテック)を用いてクリオモルド中に包埋した。ドライアイス上で凍結
ブロックとし、使用時まで-80℃で保存した。 
 
10) NK細胞除去 
8)、9)と同様の実験系において、マウスの NK細胞を除去する目的で、抗アシアロ GM1抗体(10 mg/mL、
catalogue number 986-10001、和光純薬工業)を滅菌 PBSで 1/20に希釈し、200 L(抗体 100 g相当)を腹腔内
に投与した。事前に方法の項 16)の手順により、この抗体投与によって脾臓細胞中に NK細胞が検出されなくな
る(通常の 5％以下)ことを確認した。抗体投与はCT26細胞株投与の前日に開始し、以降 5日毎に同量を投与す
ることでその効果を維持した。但しこの抗体投与を行った肝転移実験においては、肝転移の著しい増殖によるマ
ウスの苦痛を考慮し、CT26細胞株投与から 18日後に解剖して解析した。 
 
11) 免疫組織染色 
肝転移モデルの腫瘍形成実験(方法の項 9)で作製した肝組織凍結ブロックから、クライオスタットを用いて 7 
mの切片を作製、スライドグラスに載せた。これを冷アセトンで固定した後に、3% BSA/PBS (ナカライテスク)でブ
ロッキングした。切片に抗 NKp46抗体(10 g/mL、ヤギ抗体、catalogue number AF2225、R&D systems)またはア
イソタイプコントロールとしてヤギ IgG (10 g/mL、Sigma-Aldrich)のいずれかと 4’,6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) (0.5 g/mL、Roche Applied Science)を 4℃で一晩反応させた。0.1% BSA/PBSで 3回 wash した後に、
Alexa Fluor 594標識donkey anti-goat IgG (2 g/mL、Thermo Fisher Scientific)を室温で 1時間反応させた。染色
した切片は蛍光顕微鏡 BZ-9000 (KEYENCE)を用いて撮影した。 
 
12) ヘマトキシリン・エオシン染色 
外側左葉の凍結ブロックから 7 mの切片を作製した。必要に応じ、一つの凍結ブロックから 200 m間隔で 3
つの切片を切り出して観察に用いた。これらを 4%ホルムアルデヒド(和光純薬工業)に 10分間浸けて固定し、流
水で 5分間洗浄した。ヘマトキシリン(和光純薬工業)を 2分間反応させた後、流水で 20分間洗浄してからエオシ
ン(和光純薬工業)で 10 秒間染色した。流水で洗浄後、フルオロマウントで包埋してプレパラートとした。蛍光顕
微鏡 BZ-9000を用いて撮影し、断面ごとに組織全体の面積及び腫瘍部の面積を ImageJ を用いて計測した。 
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13) ケモタキシスアッセイ 
24 ウェルマイクロプレートにマウス CXCL10標品を添加した細胞培養培地または CT26あるいは
CT26/CXCL10細胞の培養上清を分注した。この 24ウェルマイクロプレート上にケモタキセル(8.0 m、倉敷紡績)
をセットし、NK-92細胞懸濁液(1×10⁵ cells/well)を分注した。37℃で 3時間培養した後、ケモタキセル内に残っ
た細胞を綿棒で除去し、4％ホルムアルデヒドに浸してメンブレン上の細胞を固定した。0.1％クリスタルバイオレッ
トで染色した後乾燥し、メンブレンの外側に付着した細胞を蛍光顕微鏡 BZ-9000を用いて観察した。また一部の
実験では、NK細胞懸濁液に抗CXCR3抗体を最終濃度 5 g/mLとなるように添加し、30分間培養した上で各ウ
ェルに分注した。 
 
14) 細胞傷害性試験 
ターゲット細胞として CT26細胞株を CFSE (0.8 M)で染色し、洗浄した後、5×104 cells/wellを 96 ウェルマイ
クロプレートに播種した。37℃で 12時間培養した後に、NK-92細胞を(E ： T =1 : 10, 1 :3, 1 : 1, 3 : 1, 10 : 1等の
比率となるように)分注した。さらに 12時間培養した後、ウェル毎に細胞を回収して Zombie NIR (BioLegend)で染
色した。洗浄後、フローサイトメーターCytoFLEX を用い、CFSEで染色された細胞全体に占める Zombie NIR染
色細胞の比率を算出し、これを dead rate として解析した。 
 
15) Flow cytometry 
細胞表面の Flow cytometry解析はフローサイトメーターCytoFLEX(Beckman Coulter)を用いて行った。 
脾臓細胞の解析はマウスから脾臓を摘出し、スライドグラスのすり部分を用いてせん断し、培地で満たしたディ
ッシュに回収した。70 m メッシュを通して single cell suspension とし、500×gで 5分間遠心分離した後、ACK 
lysis bufferを室温で 5分間反応させた。培地を加えて反応を停止させ、細胞を洗浄した。この細胞に PE-Cy7標
識抗CD19抗体(1.0 g/mL)、APC標識抗CD3抗体(2.0 g/mL)、FITC標識抗CD49b抗体(2.0 g/mL、いずれ
の抗体も BioLegend)を 4℃で 20分間反応させた後、洗浄して解析した。生細胞中の CD19-、CD49bhigh、CD3- 
細胞を NK細胞として検出した。 
 
ACK lysis buffer 
NH4Cｌ   150 mM 
KHCO3    10 mM 
Na2EDTA (pH 7.3)   0.1 mM 
 
 
統計解析 
 統計解析は Student’s t testによって行い、p < 0.05で統計学的に有意とみなした。 
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